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Verfahren zur enzymatischen Herstellung von enantiomerenreinen 

1 , 3"Dioxolan-4-on-Derivaten 



stellung von enantiomerenreinen 1, 3-Dioxolan-4-on-Derivaten . 

Enantiomerenreine Derivate dienen als Ausgangsmaterialien bzw. 
Zwischenprodukte bei der Synthese von Agrochemikalien und 
Pharmazeutika . Viele dieser Verbindungen werden zur Zeit als 
Racemat oder Diastereomerengemisch hergestellt und vermarktet. 
In vielen Fallen wird der gewunschte physiologische Effekt 
aber nur von einem Enantiomer/ Diastereomer bewirkt. Das ande- 
re Isomer ist im gunstigsten Fall inaktiv, es kann aber auch 
dem gewunschten Effekt entgegenwirken oder sogar toxisch sein. 
Verfahren zur Trennung von Racematen werden deshalb immer 
wichtiger fur die Darstellung hochenantiomerenreiner Verbin- 
dungen. 

Es ist bekannt, dass die Racemattrennung chiraler Verbindungen 
mit Hilfe von Enzymen durchgefuhrt werden kann. In einer Viel- 
zahl von Publikationen werden enzymatisch kinetische Race- 
matspaltungen von Estern mit Lipasen und Esterasen beschrie- 
ben. Es gibt jedoch bisher kein Verfahren, dass die einfache 
Trennung von 1, 3-Dioxolan-4-on-Derivaten erlaubt. Die reinen 
Enantiomere dieser Derivate sind von grofiem Interesse fur die 
Herstellung von anti-viral wirksamen Verbindungen, wie z. B. 
das 1, 3-Dioxolanyl-Nucleosid „Dioxolane-T" (NB = Thymin in 
Gleichung 1) und ahnlichen Strukturen (Bioorg. Med. Chem. 
Lett. 1993, 3(2), S. 169-174). 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur enzymatischen Her- 



R° 

1,3-Dioxolan-4-on 




1. LiAIH(f-BuO) 3 , Ac 2 0 

2. Silylierte Nucleinbase (NB), TiCI 3 (/-PrO) 

3. NaOCH 3 , MeOH 




2,3,4 _ 



= H 




1 ,3-Dioxolanyl-Nucleosid 
NB = Nucleinbase 



Gleichung 1 
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Zur Herstellung von enantiomerenreinen 1 , 3-Dioxolanyl- 
Nucleosiden wird die Trennung in die Enantiomere bisher auf 
der erheblich teureren Nucleosidstuf e durchgef uhrt . Erstmals 
beschrieben wird dieses Verfahren von L. J. Wilson et al. (Bi- 
oorg. Med. Chem. Lett. 1993, 3(2), S. 169-174). Der Buttersau- 
reester der primaren Hydroxylgruppe eines 1 , 3-Dioxolanyl- 
Nucleosids wird dort mit Hilfe von Schweineleberesterase 
hydrolysiert und so die beiden reinen Enantiomere in guten op- 
tischen Ausbeuten erhalten. WO 00/22157 (Erfinder: Yao, Y. et 
al.) beschreibt eine Variante dieses Verfahrens durch Resolu- 
tion in nicht-homogenen Systemen. Diese Verfahren, die Race- 
matspaltung auf einer sehr spaten Stufe durchzuf uhren, bergen 
den gravierenden Nachteil eines unnotigen Materialverbrauchs 
und hohen Anlagenbelegungszeiten, da die maximale Ausbeute ei- 
ner Racematspaltung bei 50% liegt. Die restlichen 50% (die 
Verbindung mit der falschen Handigkeit) werden im Regelfall 
verworf en . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
Herstellung eines enantiomerenreinen 1 , 3-Dioxolan-4-on- 
Derivats zur Verfugung zu stellen, welches kostengunstig ist 
und die genannten Nachteile vermeidet. 

Die Aufgabe wird gelost -durch ein Verfahren, bei dem ein Ge- 
misch enthaltend enantiomere 1 , 3-Dioxolan-4-on-Derivate und 
ein hydrolytisch wirksames Enzym in Gegenwart eines Nucle- 
ophils in Kontakt gebracht werden, wobei der Dioxolanonring 
eines Enantiomers durch das hydrolytisch wirksame Enzym ge- 
spalten wird und nach erfolgter Spaltung des einen Enantiomers 
das nichtgespaltene Enantiomer des 1 , 3-Dioxolan-4-on-Derivats 
isoliert wird. 

Das erf indungsgemafte Verfahren trennt ein Enantiomerengemisch 
auf der Dioxolanonstuf e und stellt so ein enatiomerenreines 
Derivat zu Verfugung, welches nun in an sich bekannter Weise 
die Herstellung eines enatiomerenreinen 1 , 3-Dioxolanyl- 
Nucleosids ermoglicht . 
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l,3-Dioxolan-4-one besitzen im Ring eine hydrolytisch labile 
Esterbindung, die durch eine enzymkatalysierte Reaktion ge- 
spalten werden kann. Uberraschend wurde gefunden, dass sich 
diese Esterbindung im Dioxolanonring sowohl mit hoher Enantio- 
selektivitat, als auch hoher Regioselektivitat gegenuber ande- 
ren in der Verbindung vorhandenen hydrolytisch labilen Gruppen 
durch ein hydrolytisch wirksames Enzym spalten lasst. 

Vorzugsweise ist das erf indungsgemalbe Verfahren daher dadurch 
gekennzeichnet, dass ein Gemisch enthaltend enantiomere 1,3- 
Dioxolan-4-on-Derivate mit einem Enzym, das zur Spaltung einer 
Esterbindung befahigt ist in Gegenwart eines Nucleophils der 
allgemeinen Formel NuH in Kontakt bringt, so dass bevorzugt 
ein Enantiomer gespalten wird. 

Diese Spaltung ist schematisch in Gleichung 2 dargestellt, 
1 R P-V 



R 3 r3 R HO \ 3 



Enantiomerengemisch Reinenantiomer 

Gleichung 2 

wobei die Reste R 1 und R 2 ungleich sind und unabhangig vonein- 
ander ausgewahlt sind aus der Gruppe H, substituiertes oder 
unsubstituiertes d-de-Aryl-, d-Cxs-Heteroaryl, d-da-Alkyl, 
C 2 -C 18 -Alkenyl, C 2 -C 18 -Alkinyl, C 6 -Cx 8 -Aryl-Ci-C 18 -Alkyl f C 3 -C 18 - 
Heteroaryl-d-C 18 -Alkyl, C 6 -C 18 -Aryl-C 2 -C 18 -Alkenyl, C 3 -C 18 - 
Heteroaryl-C 2 -C 18 -Alkenyl, Cx-C^-Alkoxy-d-ds-Alkyl, Cl -C 18 - 
Alkoxy-C 2 -C 18 -Alkenyl, C 6 -d 8 -Aryloxy-d-C 18 -Alkyl, C 6 -C 18 - 
Aryloxy-C 2 -C 18 -Alkenyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl , C 3 -C 8 -Cycloalkyl-d- 
C 18 -Alkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl-C 2 -C 18 -Alkenyl, CR 8 R 9 -O n - (CO) m -R 10 
und 

die Reste R 3 und R 4 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus 
der Gruppe substituiertes oder unsubstituiertes Cx-C 18 -Aryl, 
d-C 18 -Heteroaryl, d-C 18 -Alkyl, C 2 -C 18 -Alkenyl, C 2 -C 18 -Alkinyl, 
Ce-ds-Aryl-d-ds-Alkyl, C 3 -C 18 -Heteroaryl-C 1 -C 18 -Alkyl, , C 6 - 
d 8 -Aryl-C 2 -ds-Alkenyl, C 3 -C 18 -Heteroaryl-C 2 -C 18 -Alkenyl/ C^C^- 
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Alkoxy-Ci-Cis-Alkyl, C 1 -Ci 8 -Alkoxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , C 6 -Ci 8 - 
Aryloxy~Ci-Ci 8 -Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryloxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , C 3 -C 8 - 
Cycloalkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl-Ci-Ci 8 -Alkyl , C 3 -C 8 -Cycloalkyl-C 2 - 
Ci 8 -Alkenyl oder 

die Reste R 3 und R 4 zusammen mit dem Kohlenstoff an den sie 
gebunden sind, ein unsubstituiertes oder substituiertes oder 
ein Heteroatom enthaltendes Cycloalkyliden bilden, und 
Nu OR 5 , SR 5 , oder NR 6 R 7 bedeutet wobei 

der Reste R 5 ausgewahlt sind aus der Gruppe H, substituiertes 
oder unsubstituiertes Ci-Ci 8 -Alkyl, C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 2 -Ci 8 - 
Alkinyl, C 6 -Ci 8 -Aryl-Ci-Ci 8 -Alkyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-Ci-Ci 8 -Alkyl , 
C 6 -C 18 -Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl und 
die Reste R 6 und R 7 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus 
der Gruppe H, substituiertes oder unsubstituiertes Ci-Ci 8 - 
Alkyl, C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 2 -Ci 8 -Alkinyl Ci-Ci 8 -Aryl, Ci-Ci 8 - 
Heteroaryl, C 6 -Ci 8 -Aryl-Ci-Ci 8 --Alkyl , C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-Ci-C X8 - 
Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 - 
Alkenyl und 

die Reste R 8 und R 9 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus 
der Gruppe substituiertes oder unsubstituiertes Ci-Ci 8 -Aryl, 
Ci-Cis-Heteroaryl, Ci~Ci 8 -Alkyl , C 2 -Ci 8 -Alkenyl , C 2 -Ci 8 -Alkinyl , 
C 6 -Ci 8 -Aryl-Ci-Ci 8 -Alkyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-Ci-Ci 8 -Alkyl , , C 6 -Ci 8 - 
Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , Ci-Ci 8 - 
Alkoxy-Ci-Cis-Alkyl, Ci-Ci 8 -Alkoxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , C 6 -Ci 8 -Aryloxy- 
Ci-Cis-Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryloxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl , C 3 - 
C 8 ~Cycloalkyl-Ci-C 18 -Alkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl-C 2 -Ci 8 --Alkenyl oder 
die Reste R 8 und R 9 zusammen mit dem Kohlenstoff an den sie ge- 
bunden sind, ein unsubstituiertes oder substituiertes oder ein 
Heteroatom enthaltendes Cycloalkyliden bilden, und 
m und n unabhangig voneinander 0 oder 1 bedeuten, und fur den 
Rest R 10 gilt: 

wenn m = 0 dann ist Rest R 10 ausgewahlt aus der Gruppe substi- 
tuiertes oder unsubstituiertes, Ci-Ci 8 -Alkyl, C 2 -Ci 8 -Alkenyl 
oder C 2 -Ci 8 -Alkinyl / substituiertes oder unsubstituiertes 
Ci-Ci 8 -Aryl, Ci-Ci 8 -Heteroaryl , substituiertes oder unsubstitu- 
iertes Silaalkyl oder Silaaryl, und 
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wenn m = 1 dann ist Rest R 10 ausgewahlt aus der Gruppe substi- 
tuiertes Oder unsubstituiertes Aryl, substituiertes oder un- 
substituiertes, Ci-Ci 8 -Alkyl, C 2 -C 18 -Alkenyl oder C 2 -C 18 -Alkinyl . 

Soweit es sich bei den Resten urn substituierte Reste handelt, 
sind diese vorzugsweise durch Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, 
Aryl-, Heteroaryl-, Hydroxy, Alkoxy-, Carboxylat-, Alkoxycar- 
bonyl-, Amino-, Nitro- oder Halogenreste substituiert . 

Soweit die vorstehend genannten Reste ein Heteroatom enthal- 
ten, handelt es sich dabei vorzugsweise um 0, N oder S. 

Bevorzugt Verwendung finden Enantiomerengemische der allgemei- 
nen Formel (I) , 




wobei R 3 , R 4 , R 8 und R 9 t die bereits genannte Bedeutung haben 
und 

R 11 substituiertes oder unsubstituiertes, verzweigtes oder un- 
verzweigtes Ci-Ci 8 -Alkyl , C 2 -Ci 8 -Alkenyl oder C 2 -Ci 8 -Alkinyl , 
substituiertes oder unsubstituiertes Aryl, substituiertes 

oder unsubstituiertes Silaalkyl oder Silaaryl bedeuten oder R 11 
COR 10 bedeutet wobei R 10 die bereits genannte Bedeutung be- 
sitzt. 

Besonders bevorzugt Verwendung finden Enantiomerengemische der 
allgemeinen Formel (II) , 




wobei R 3 und R 4 die bereits genannte Bedeutung besitzen und 
R 10 ausgewahlt ist aus der Gruppe substituiertes oder unsubsti- 
tuiertes Aryl, substituiertes oder unsubstituiertes, Ci~Ci 8 - 
Alkyl, C 2 -C 18 -Alkenyl oder C 2 -C i8 -Alkinyl . 
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Das Nucleophil NuH ist bevorzugt ein sauerstof f haltiges Nucle- 
ophil OR 5 . 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei dem sauerstof fhaltigen 
5 Nucleophil um einen niederen, unver zweigten Alkohol, (z. B. 

Methanol (R 5 = CH 3 ) oder Ethanol (R 5 = CH 2 CH 3 ) ) oder Wasser (R 5 
= H) . 

Fur das erf indungsgemafte Verfahren sind prinzipiell alle Enzy- 
10 me, die zur Spaltung eirier Esterbindung befahigt sind, geeig- 
net. Bevorzugt handelt es sich um eine Lipase oder Esterase 
der Klasse 3.1 gemaJi Internationaler Enzym-Nomenklature, Com- 
mittee of the International Union of Biochemistry and Molecu- 
lar Biology. Wegen ihrer einfacheren Zuganglichkeit besonders 
15 bevorzugt handelt es sich um Lipasen oder Esterasen mikrobiel- 
len Ursprungs , Schweinepankreas lipase, Pferdeleber est erase 
oder Schweineleberesterase . 

Als Enzyme mikrobiellen Ursprungs seien beispielsweise genannt 
20 Enzyme aus Pilzen, Hefen oder Bakterien wie beispielsweise Al- 
caligenes sp., Aspergilus niger, Aspergilus oryzae, Bacillus 
sp., Bacillus stearothermophilus, Bacillus thermoglucosidasi- 
us, Candida antarctica, Candida lipolytica, Candida rugosa, 
Chromobacterium viscosum, Geotrichium candium, Mucor miehei, 
fi )9t Penicillium camembertii ,' Penicillium roquefortii, Pseudomonas 
cepacia, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp., Rhizomucor 
javanicus, Rhizopus arrhizus, Rhizopus niveus, Sacharomyces 
cerevisae, Thermoanaerobium brockii, Thermomyces lanuginosa. 
Besonders bevorzugt werden dabei Lipasen und Esterasen aus 
30 Candida-Arten wie zum Beispiel Candida antarctica B. 

Als Enzym ganz besonders bevorzugt sind Novozym® 435, 525 
(kauflich erhaltlich bei Firma Novo, Danemark) , Chirazyme® L2 , 
El, E2 und L7 (kauflich erhaltlich bei Firma Bohringer Mann- 
35 heim, Deutschland) . 

Das Enzym wird in der Reaktion direkt oder als Immobilisat 
gebunden an unterschiedlichste Trager eingesetzt. 
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Ein Immobilisat kann in an sich bekannter Weise hergestellt 
werden. Dies ist beispielsweise moglich durch Losen des Enzyms 
in einem Puffer bei geei'gnetem pH und anschlieliender passiver 
Adsorption an den Trager wie z. B. Diatomeenerde (Celite®) , 
Aktivkohle, Aluminiumoxid, Kieselgel, Kieselguhr, monodispers 
losliche Organosiloxanpartikel oder Harze (z. B. Amberlite®, 
Dowex®) . Alternativ konnen die Enzyme auch kovalent an den 
Trager gebunden werden (z. B. Polystyrol oder Epoxy-Harze wie 
Eupergit®) . Ein beispielsweise derart an einen Trager gebunde- 
nes Enzym kann durch Lyophilisieren getrocknet werden. 

Die im erf indungsgemaften Verfahren einzuset zende Menge an En- 
zym hangt von der Art des Edukts, Produkts und der Aktivitat 
der Enzympraparation ab. Die fur die Reaktion optimale Enzym- 
menge kann durch einfache Vorversuche ermittelt werden. 

Je nach Enzym liegt das Enzym-Substratverhaltnis berechnet als 
Molverhaltnis zwischen Enzym und Dioxolanon-Derivat in der Re- 
gel zwischen 1 : 1000 bis 1 : 50000000 oder mehr, bevorzugt 
bei 1 : 10000 bis 1 :• 5000000. 

Das erf indungsgemafie Verfahren kann sowohl in reinem Nucle- 
ophil (NuH) als Losungsmittel als auch in Mischungen des Nuc- 
leophils (NuH) mit aprotischen oder protogenen Losungsmitteln 
oder Losungsmittelgemischen durchgefuhrt werden, sofern diese 
die Reaktivitat des hydrolytisch wirksamen Enzyms nicht beein- 
flussen oder zu unerwunschten Nebenreaktionen fuhren. 

Vorteilhaf terweise wird die Reaktion in einer Mischung aus dem 
Nucleophil und einem geeigneten Losungsmittel durchgefuhrt. 
Geeignete Losungsmittel sind beispielsweise aliphatische oder 
aromatische Kohlenwasserstof f e wie Hexan, Cyclohexan, Petrol- 
ether oder Toluol, haiogenierte Kohlenwasserstof fe wie Methy- 
lenchlorid oder Chloroform, Ether wie Methyl- tert . -Butylether 
(MTBE) , Diethylether , Diisopropylether , THF oder Dioxan, 
Ester, Acetonitril oder gegebenenf alls Alkohole, die kein Nuc- 
leophil im Sinne o. g. enzymatischer Reaktion darstellen, wie 
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z. B. tertiare Alkohole, oder Mischungen der genannten Verbin- 
dungen . 

Das Verhaltnis Nucleophil/ Losungsmittel (v/v) liegt dabei 
vorzugsweise in einem Bereich von 1 : 10000 bis 1000 : 1. 

Besonders bevorzugt sind Mischungen des Nucleophils mit apro- 
tische Losungsmittel, wie MTBE oder Diisopropylether in einem 
Verhaltnis Nucleophil/ Losungsmittel (v/v) von 1 : 100 bis 
100 : 1. 

Wird als Nucleophil Wasser verwendet (Nu = OH) , so kann, urn 
einen vorgegebenen pH-Wert einzuhalten, dieser durch Zugabe 
eines Puffers eingestellt werden. Bevorzugt verwendet wird da- 
zu.ein Na 2 HP0 4 / NaH 2 P0.4-Puf f er mit einem pH von 7,0. Zum selben 
Zweck kann auch eine wassrige Lauge, bevorzugt die Losung ei- 
nes Alkalihydroxyds in Wasser, besonders bevorzugt die wassri- 
ge Losung von NaOH oder KOH, zudosiert werden. 

Die Reaktion wird vorteilhaf terweise bei einer Temperatur zwi- 
schen 0 °C und 75 °C durchgef uhrt , bevorzugt zwischen 10 °C 
und 60 °C, besonders bevorzugt zwischen 20 °C und 50 °C. 

Die Reaktionszeiten betragen je nach Substitutionsmusters des 
Dioxolanons, Wahl des Nucleophils und Losungsmittels und En- 
zymart und -menge zwischen 10 Minuten bis 7 Tage . Bevorzugt 
liegen die Reaktionszeiten zwischen 1 bis 48 Stunden. 

Der Reaktionsverlauf laftt sich leicht mit ublichen Methoden 
beispielsweise durch HPLC verfolgen. Bevorzugt kann die Be- 
stimmung des Reaktionsverlauf s durch Messung der Anderung des 
optischen Drehwerts der Reaktionslosung in einem Polarimeter 
erfolgen. Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung des Reak- 
tionsverlauf s online, durch Messung des optischen Drehwerts im 
einem Nebenkreislauf des Reaktors. Die Reaktion kann je nach 
gewunschtem Ergebnis (hohe Umsetzung, hoher Enantiomerenuber- 
schuli des Substrats) beendet werden. Im Idealfall ist die Re- 
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aktion bei einem Umsatz von 50 % bei einer hohen Enant iomeren- 
reinheit im Substrat beendet. 

Vorzugsweise wirci die Reaktion beispielsweise durch Separation 
des Substrats bzw. des Produkts vom Enzym, z. B. durch Extrak- 
tion der wassrigen Phase oder Filtration beendet. Der Abbruch 
der Reaktion kann auch durch Desaktivierung des Enzyms, z. B. 
durch thermische oder- chemische Denaturierung erfolgen. 

Falls die Reaktion durch wiederholtes , kontinuierliches Pumpen 
der Reaktionslosung durch einen mit Enzym gefullten Behalter 
durchgefuhrt wird, (eine besonders bevorzugte Verf ahrensf uh- 
rung) , wird die Reaktion vorzugsweise durch Beenden des Umpum- 
pens beendet. 

Die Isolierung des nichtgespaltenen reinen Enantiomers erfolgt 
vorzugsweise durch Abtrennung der bei der Reaktion entstande- 
nen Nebenprodukte und des Losungsmittels . 

Die bei der Spaltung des 1 , 3-Dioxolan-4-onrings entstehende 
freie Carbonylverbindung R 1 COR 2 und das Saurederivat 
HOCR 3 R 4 CONu konnen aus der Reaktionslosung durch einfache phy- 
sikalische 

Operationen abgetrennt werden. Vorzugsweise geschieht dies 
durch Destination. 

Dariiber hinaus konnen weitere Abbauprodukte, die bei der Spal- 
tung weiterer f unktioneller Gruppen im Molekul gebildet werden 
leicht abgetrennt werden. Vorzugsweise geschieht dies durch 
Destination . 

Bevorzugt werden zunachst die niedrigsiedenden Verbindungen 
destillativ abgetrennt. Uberraschend wurde gefunden, dass der 
Alkohol (R 1 = H, R 2 = CH 2 OH) , der als Nebenprodukt bei der Ra- 
cematspaltung eines Esterdioxolans (R 1 = H, R 2 = CH 2 -0- (CO) -R 10 ) 
entsteht, durch einfache Extraktion, bevorzugt mit Wasser, ab- 
getrennt werden kann. 
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Die bei der enzymatischen Reaktion entstehende Carbonylverbin- 
dung ist eine wichtige, teure Vorstufe bei der Synthese von 
racemischen 1, 3-Dioxolan-4-onverbindungen. Sie wird, urn Chemi- 
kalien und Kosten zu sparen, bevorzugt in die Synthese der 
5 1, 3-Dioxolan-4-one eingesetzt (s. Schema 1). 




Schema 1: Ruckflihrung der bei der Racematspaltung entstehenden 
Carbonylverbindung 

10 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Beschreibung der 
^ Erfindung. 

Beispiel 1 : ( + ) - (R) -2-Methylpropansaure (4-Oxo-l, 3-dioxolan-2- 

15 yl) methylester (Batch-Prozess ) 

In einem 1 L 4-Halskolben werden 50.0 g (0.27 mol) racemischer 
Methylpropansaure (4-Oxo-l, 3-dioxolan-2-yl) methylester (R 1 = 
H; R 2 = CH 2 -0- (CO) -CH(CH 3 ) 2 ; R 3 , R 4 = H) in einer Mischung aus 
185 mL MTBE und 185 mL Metanol (Nu = OCH 3 ) gelost. Zu dieser 

20 Losung gibt man 2.6 g Novozym® 525 und riihrt die Mischung hef- 
tig . 

An den 4-Halskolben ist liber ein Bypass-System ein Polarimeter 
angeschlossen, mit dessen Hilfe der Reaktionsverlauf anhand 
der Messung des optischen Drehwerts der Losung verfolgt wird. 
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Bei erreichen der gewiinschten Enantiomerenreinheit (Reaktions- 
verfolgung durch chiral-GC) wird zur Beendigung der Reaktion 
die Reaktionsmischung vom ungelosten Enzym abfiltriert. 
Anschlieftend wird die Reaktionsmischung im Vakuum eingeengt. 
Der Ruckstand wird anschlieJiend in 100 rtiL MTBE aufgenommen und 
2 mal mit je 100 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase 
wird uber Na 2 S0 4 getrocknet und dann i. Vak. vom Losungsmittel 
befreit. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Destina- 
tion. : 
Ausbeute: 10,3 g (0.05 mol; 20 %) 
Sdp.: 55 °C (0.02 mbar) 
[afo = +19.8 (neat); ee > 98 % 

Beispiel 2 : ( + ) - {R) -2-Methylpropansaure (4-Oxo-l, 3-dioxolan-2- 
yl) methylester ( Saulen-Prozess ) 

In einem thermostatisierten 0,6 L Glaskolben werden 50.0 g 
(0.27 mol) racemischer Methylpropansaure ( 4-Oxo-l , 3-dioxolan- 
2-yl) methylester (R 1 = H; R 2 = CH 2 -0- (CO) -CH (CH 3 ) 2 ; R 3 , R 4 = H) 
in einer Mischung aus 185 mL MTBE und 185 mL Metanol (Nu = 
OCH 3 ) gelost. In eine separate Glassaule fiillt man 1.3 g Novo- 
zym® 525 und pumpt uber ein Schlauchsystem das Substrat- 
Losungsmittelgemisch durch die Glassaule ( Flufigeschwindigkeit 
600 mL/h) . 

Zum Stoppen der Reaktion (nach - 25 h) wird das Umpumpen been- 
det und das Rohprodukt wie in Beispiel 1 beschrieben gerei- 
nigt . 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines enantiomerenreinen 1,3- 
Dioxolan-4-on-Derivats dadurch gekennzeichnet, daft ein Gemisch 
enthaltend enantiomere 1 , 3-Dioxolan-Derivate und ein hydroly- 
tisch wirksames Enzym in Gegenwart eines Nucleophils in Kon- 
takt gebracht werden und ein Dioxalonring eines Enantiomers 
durch das hydrolytisch wirksame Enzym gespalten wird und nach 
erfolgter Spaltung des einen Enantiomers das nichtgespaltene 
Enantiomer des 1 , 3-Dioxolan-4-on-Derivat s isoliert wird. 

2. Verfahren gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Gemisch enthaltend enantiomere 1 , 3-Dioxolan-Derivate mit- 
tels eines Enzyms, das zur Spaltung einer Esterbindung befa- 
higt ist in Gegenwart eines Nucleophils (NuH) wie in Gleichung 
2 dargestellt gespalten wird, 




(Gleichung 2) 



wobei die Reste R 1 und R 2 ungleich sind und unabhangig vdnein- 
ander ausgewahlt sind aus der Gruppe H, substituiertes oder 
unsubstituiertes Ci-Ci 8 -Aryl, Ci-Ci 8 -Heteroaryl , Ci-Ci 8 -Alkyl , 
C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 2 -Ci 8 -Alkinyl, C 6 -Ci 8 -Aryl-Ci-Ci 8 -Alkyl, C 3 -C 18 - 
Heteroaryl-Ci-Ci 8 -Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl / C 3 -Ci 8 - 
Heteroaryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, Ci-Ci 8 -Alkoxy-Ci-C 18 -Alkyl, Ci-Ci 8 - 
Alkoxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C : 6 -Ci 8 -Aryloxy-Ci-Ci 8 -Alkyl, C 6 -Ci 8 - 
Aryloxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl , C 3 -C 8 -Cycloalkyl-Ci- 
Ci 8 -Alkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, CR 8 R 9 -O n - (CO) m -R 10 
und 

die Reste R 3 und R 4 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus 
der Gruppe substituiertes oder unsubstituiertes Ci-Ci 8 -Aryl, 
Ci-Ci 8 -Heteroaryl, Ci-Ci 8 -Alkyl , C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 2 -Ci 8 -Alkinyl , 
Ce-Cie-Aryl-Ci-Cis-Alkyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C;L-Ci 8 -Alkyl , , C 6 -Ci 8 - 
Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , Ci-Ci 8 - 
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Alkoxy-Ci-Cia-Alkyl, Ci-Ci 8 -Alkoxy-C 2 -C 18 -Alkenyl , C 6 -Ci 8 -Aryloxy- 
Ci-Ci 8 -Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryloxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl , C 3 - 
C 8 -Cycloalkyl-Ci-C 18 -Alkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl-C 2 -C 18 -Alkenyl oder 
die Reste R 3 und R 4 zusammen mit dem Kohlenstoff an den sie ge- 
bunden sind, ein unsubstituiertes oder substituiertes oder ein 
Heteroatom enthaltendes Cycloalkyliden bilden, und 
Nu 0R 5 f SR 5 , oder NR 6 R 7 bedeutet wobei 

der Reste R 5 ausgewahlt sind aus der Gruppe H, substituiertes 
oder unsubstituiertes Ci-Ci 8 -Alkyl , C 2 -Ci 8 -Alkenyl , C 2 -Ci 8 - 
Alkinyl, Ce-Cxs-Aryl-Cx-Cis-Alkyl , C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-Ci-Ci 8 -Alkyl , 
C 6 -Ci 8 -Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl f C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl und 
die Reste R 6 und R 7 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus 
der Gruppe H, substituiertes oder unsubstituiertes Ci — Ci 8 — 
Alkyl, C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 2 -Ci 8 -Alkinyl Ci-Ci 8 -Aryl, Ci-C i8 - 
Heteroaryl, C 6 -Ci 8 -Aryl-Ci-Ci 8 -Alkyl, Cs-Cis-Heteroaryl-Cx-Cis- 
Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 - 
Alkenyl und 

die Reste R 8 und R 9 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus 
der Gruppe substituiertes oder unsubstituiertes Ci-Ci 8 -Aryl, 
Ci-Ci 8 -Heteroaryl, Ci-Ci 8 -Alkyl , C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 2 -Ci 8 -Alkinyl , 
Ce-Cis-Aryl-Ci-Cis-Alkyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 1 -Ci 8 -Alkyl , , C 6 -Ci 8 - 
Aryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -Ci 8 -Heteroaryl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , Ci-C 18 - 
Alkoxy-Cx-Cia-Alkyl, Ci-Ci 8 -Alkoxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl , C 6 -Ci 8 -Aryloxy- 
Ci-Ci 8 -Alkyl, C 6 -Ci 8 -Aryloxy-C 2 -Ci 8 -Alkenyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl , C 3 - 
C 8 -Cycloalkyl-Ci-Ci 8 -Alkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl-C 2 -Ci 8 -Alkenyl oder 
die Reste R 8 und R 9 zusammen mit dem Kohlenstoff an den sie ge- 
bunden sind, ein unsubstituiertes oder substituiertes oder ein 
Heteroatom enthaltendes Cycloalkyliden bilden, und 
m und n unabhangig voneinander 0 oder 1 bedeuten, und fur den 
Rest R 10 gilt: 

wenn m = 0 dann ist Rest R 10 ausgewahlt aus der Gruppe substi- 
tuiertes oder unsubstituiertes, Ci-Ci 8 -Alkyl, C 2 -Ci 8 -Alkenyl 
oder C 2 -Ci 8 -Alkinyl, substituiertes oder unsubstituiertes Ci- 
Ci 8 -Aryl, Ci-Ci 8 -Heteroaryl, substituiertes oder unsubstituier- 
tes Silaalkyl oder Silaaryl, und 

wenn m = 1 dann ist Rest R 10 ausgewahlt aus der Gruppe substi- 
tuiertes oder unsubstituiertes Aryl, substituiertes oder un- 
substituiertes, Ci-Ci 8 -Alkyl, C 2 -Ci 8 -Alkenyl oder C 2 -Ci 8 -Alkinyl . 
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3. Verfahren gemaft Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass das hydrolytisch wirksame Enzym eine Lipase oder Esterase 
ist . 

5 

4. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Enzym direkt oder als Immobilisat ein- 
geset zt wird. 

10 5. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass Enzym zu Dioxolanon-Derivat berechnet als 

1^ Molverhaltnis zwischen Enzym und Dioxolanon-Derivat in einem 
* Verhaltnis von 1 : 1000 bis 1 : 50000000 liegt. 

15 6. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 

kennzeichnet , dass das Nucleophil ein sauerstof f haltiges Nuc- 
leophil ist. 

7. Verfahren gemaft Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , dass 
20 das sauerstof fhaltige Nucleophil ein niederer unver zweigter 

Alkohol oder Wasser ist. 

8. Verfahren gemaft Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
der niedere unverzweigte Alkohol Methanol oder Ethanol ist. 

.» 

9. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es in Gegenwart eines Losungsmittels durch- 
gefuhrt wird. 

30 10. Verfahren gemaft Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Losungsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe aliphatische 
Kohlenwasserstof f e, aromatische Kohlenwasserstof f e, haloge- 
nierte Kohlenwasserstof fe Ether, Alkohole, die kein Nucleophil 
im Sinne der erf indungsgemaften enzymatischen Reaktion sind, 

35 Ester, Acetonitril und Mischungen der genannten Verbindungen . 
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11. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Reaktion bei Temperaturen zwischen 0 
und 75 °C durchgefiihrt wird. 

12. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 

5 kennzeichnet, dass die Reaktion zwischen 10 Minuten und bis zu 
7 Tage durchgefiihrt wird. 

13. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Isolierung des nichtgespaltenen Enatio- 

10 mers durch Abtrennung der bei der Reaktion entstandenen Neben- 
produkte und des Losungsmittels erfolgt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13 dadurch gekennzeichnet , daii die 
Nebenprodukte durch Extraktion und Destination abgetrennt 

15 werden. 
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Zusammenfassung 

Verfahren zur enzymatischen Herstellung von enantiomerenreinen 

1 , 3-Dioxolan-4-on-Derivaten 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines e- 
nantiomerenreinen 1 , 3-Dioxolan-4-on-Derivats dadurch gekenn- 
zeichnet, daft ein Gemisch enthaltend enantiomere 1 , 3-Dioxolan- 
Derivate und ein hydrolytisch wirksames Enzym in Gegenwart ei- 
nes Nucleophils in Kontakt gebracht werden und ein Dioxalon- 
ring eines Enantiomers durch das hydrolytisch wirksame Enzym 
gespalten wird und nach erfolgter Spaltung des einen Enantio- 
mers das nichtgespaltene Enantiomer des 1 , 3-Dioxolan-4-on- 
Derivats isoliert wird. 



